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Jean Bach, B a s el/ Schweiz. 

" Verfahren zum Abtaten und/oder Inaktivieren und/oder 
Attenuieren von Mikroorganiamen." 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum AbtBter. und/oder 
Inaktivieren und/oder Attenuieren von ■ Mllcr..«rg*ni3inen in 
..ubstanzen Oder Produktsn, deren mittlere Dlelektrizitata- 

i>t ant eft), und/oder dlelektrischer Verlustfaktor (tang.<f) 
v.v>i i^nen der aozutotenden Oder zu aonadigender. -■.■/.r.v- 
o/smlsaen abweioht , aitxela el ekfcri seder, vorzw; 
diciit , :r.l3«her tiochfreguenzbestrahiung. 
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Das Varfahren gemaag Srfiadung iaft ferae* a «f d i® 
achiadeaaeit der rarmelaitfahlgkei.fc to madtte ebunelti 
mid der Mikroorgaaiaman, oder von Uilm AamaUaD oBd«r«r» 
aeita aur Abtdtuag bzw. Sohadigung d®y MUemoiwIomii ge- 
ricatet. 

Sohliesalicn nutzt das Verfaferea aU0 h dl@ SiBBifeas d®a 
elektromagaetiachen Wacaselfeldsa ala aolcaea frsbcraoadoYQ 
zur Schadiguag der in den Mikroorgaaismea anthal^snen 
Nukleiaaaursa. 

Mit Mlkroorgaaiamea aollen Mer all® Bmser,iAQ s = B 0 Vir®a p ' 
Bakterlsn, Myoopiasaea, Riokafeftsisa, Basillea wad dopea 
Spo ren, sowie derea -Produkt©, wie s 0 S> e Cosine eCk; e tfseelat 
asin... 

Das Vorfaarsa eigstei; sicii audi zur Zerottfruog voa Sasyman, 
die in den frodobfean eataaltea seia k3aaea e 

^ auch deia saeh die Zahl d©r Srodnlc&o, die dureh 

fias erfiudnatjasMassa #e^teea beispieXsweiss st;©siliai®rt 
Tsrasrd-aa kSaa-i^, ai&t begsfaas* :lsi; p iSsat sick fii© Br- 
:^!«aag ia d^-ibcji' alcat asas- ana" S-5Grllisie^®s 

. ■ ■f^wisKi saca sob Atrttftat uag/bAG? lat^ivlearea / 
■-•'-'>" ^QiltseiSQ 2iiaK£"^o^e) Eolonien 

' Y --- teA - " r -'^ MltarOQrgsaisEKiSi ^srsra&x. r . dies a.JJ.' 
""■ ' 'oz ZEpfcc;:cs ozfes^-v:;.;.-.. .\ .is*. 
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Dae der Irfindung entaprechende Verfahren kann auch Anwen- 
dung f laden, ua Irreger lebens- ban. fortpflanzungsunfahig 
su maohen odar sie dieabetilgllch su achadlgen, ohne die 
in ihnen enthaltanen Oder die von ihnen bereits auage- 
•ohiadanan flrkatoffe (Biwaiase) au eeratbren. Dies wlrd 
laabeaondere dann nbglich sein, wenn die dielektrischen 
baw. larmeUitaigeneonaften dieaer Subatanzen sich von den- 
jenigen der Brreger aelbst im Sinne dea Verfahrena gtlnstig 
unterscheiden. 

Eixe weitera lirkungeweise dea Verfahrena beruht darauf, 
dass die Riaaenw»laWULe der au vernichtenden Oder zu' 
achadigenden Nukleineauren (DNS und BUS) ausser von der ftarme 
auch von elektroaagnetiechen und infolge der Letzteren 
auftr-tenden mechaniachen BedA:<«gur.g*»* 1a> >r.m* des Verfahrens 
wseir-flufist werden. 

Di*se Riesenmolekule stellen nicht nur elektrisch beein- 
llusdfcs.r* Korper dar, sie weisen an ctanchen Stellen ihrer 
m»i-t achraubenlinienfbrmig verlaufenden "Ketteh" zwischen 
iar en Amino -Saure "Bausteinen" Bindungea auf, die keine 
ehemischen Valenzen, sondern nur Van der laals'sche An- 
ziehungskrafte darstellen, die elen: ro statischer Natur sind. 
Vor alleu. an diesT. itellen werder. r.aturg'-inass die elsktro- 
stags «ti-. -nen Bir-f.-sse dea Kraft; •• lies una die von- dies en 
Iet_r re:. ":.*r"or/-f --fene kinetiocsne "Airkung wirksaa, wfloh 
ietzt-r- *?hor. dsr-'x i*«ntll.<ft lit, veil sich Eiweisa- ■ 
-oickule unter gevissen Vorau3.-*t=ur.g-n r;ie Dipole v-rhalten 
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und bestrebt sind, sich im Magnetfeld auszurichten. Dies 
wirkt im Sinne der durch die Erfindung angestrebten Wirkung 
guns tig, da ja die Van der Waals » schen Ansiehungakrfifte dem 
Abstand der durch sie verbuadenen Molekttle umgekehrt pro- 
portional ist. Eine Abstandssunahme to nur 5 E kann bei. 
spielBweise in besoaderen Fallen eine Verrlngerung dieser 
Krafte auf ein Hundertstel zur Folge haben e 
Beim AbtSten und/oder Inaktivleren von Bfiikroorganismen tritt 
insofern ein Problem auf , als die aur AhtBtung und/oder In» 
aktivierung bzw. Attenuierung ftihreade Massnahme die iibrigen 
Bestandteile des Produktes meSgllchst wealg foeeisfXussen sell. 
Je mehr die dielektrische Beeinfluseuag des Produktes erh»ht 
wird, umso starker ist diese Beeinflussuag. 

Bei der Beseitigung obiger Schwierigkelt geht die vorliegende 
Erf induag von der Erkenntnis aus, &ass P wem?, die mittlere 
Dielektrisit&tskonstsate und/oder das dielektrisohe Verlus't* 
faktor (tang.tf) des Produktes geris&e? sind als die der 
absutb'tenden Mikroorgaaissjea, der SfeMperataanstieg der 
HochfrequenzerwEarmung la den Mikroorgaaismen. weseatlieh 
schneller erfolgt als ia der diese eathaltendea Safeetans 
oder in dem diese anthaltenden Pr©dukt„ Im umgekali?tsn ffall 
tritt die gleiche Wirkuag ©la p -wean die Mikr©orgaaism.@a 
von ikrem Material oder von ihrer Struktur her sehleehfeer© 
Wnwleltw sind als ihre Umgebung ua& die aifgeaossea© 
(thermisohe) Energie aur viel langsamer abstrahlea kfeaen 0 
Pie aufgenommene Energie stoat sich sondt in Ihaea m£ 0 
Ein solches Beispiel siad die BakterienoSporan. Dement^ 
sprechend ist die Erfindung dadureh gekeanseictoet, dass 

oo962's/ieer - 5 -. 
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die BrwMraung der Geaamtmaase das «u behandelnden Objekta 
auf sine mittlere Temperatur erfolgt, die geringfugig unter 
der Temperatur liegt, bei weloher die Eiweiasbestandteile 
der abiutatenden und/oder su inaktivierenden Mikroorganismen 
gerinnen. Das Mass, urn welches die mittlere Temperatur des 
Produktes unter.der Eiweiasgerinnungstemperatur der abzu- 
tBtenden und/oder zu inaktivierenden Mikroorganismen (naoh- 
folgend nur nooh kura Qerinuungatemperatur genannt) liegt, 
hangt von aehreren Faktoren ab. Zunachst einmal 1st hier der 
Untersohied der mittleren Dielektrisitatakonstanten und/oder 
dem dielektrischen Verlustfaktor (tang./*) von Produkten 
und Mikroorganismen wesentlioh. 1st dieser Untersohied gro as, 
so kann auoh die Temperatur, auf welche erwarmt wird, 
tiefer unter der Qerinnungstemperatur iiegen. Je geringer 
der Untersohied der Dielektrizitatskonstanten ist, umso 
naher muss die Temperatur, auf welohe erwarmt wird, an der 
Qerinnungstemperatur liegen, es sei denn, dass die Ver- 
aohiedenheit in der larmeleitfahigkeit. im Mikroorganismus 
einen Warmest au verursacht, wodurch Energie in der Hauptsache 
nur nach innen - zu den fur den Mikroorganismus lebons- 
wichtigen Aminosauren und Nukleinsauren - abfliessen kann. 
Bin weiterer wesentlicher Faktor ist die Energiedichte, 
suit welcher die Produkte bestrahlt warden. Je geringer 
ii~ ..nsrgledichte ist, umso hbher muss auch die Temperatur 
auf welche erwarmt wird, da bei ■ geringer er Energie- 
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dichte die in dan Mitaroorgaalamen erseugfts Wtma mskx 2©ifc 
hat, in das umgabende Produkt abau£li33S3a 0 So hJShss die 
Snergiediohte iat, umao kttrsex kaaa dia BeatroUtesggBdit 
gewahlt warden und umao niadriges kaaa di® Saiagasrata liegen, 
auf weloae daa Produkt erwaannt wia-d 9 &®wt di© Sariaaraag das? 
Biweisse erfalgt ja bekanntlicb, ©ha® Vasaug 8 , aobald dla 
Icritiache Tempesratur erxeioht iafc, 

Wenn auch die Esfisdtmg nie&t kissromf beschsraafc-fe ist» a©' 
iat doch das tapSaswendttagsgebiafc desaslbes die- AbtBtupg 
und/oder Inafctivierung von lliksoargaaiaBsn. ia elasn kohea 
Waaaerbeatandteil aufweisendea Fsodakten B wi© s 0 B? Softens* ■ 
mittalkanaervea mad 3alcfcaxieskultixrsn,> 

Ma iilrfiadtmg hats ©tab erase sj?@MG&tX:U*Ii& /:&i7OTdia^:sbroifc<» 9 
da- die meiGton abstrisatandon Mb^Egpaiaiian gIsg 'feliMltrng 

uFiOiis odor ucsag&tnlichaa SabstJsasea b®sits®a 0 . fiaron 
mittXos:© Die2.G£3yisi^slconataa-&® 'uad/ada? desea. diGl©fe-&ri» 
scnas.- Varltas-sstafeSQ* (tiaag.^T ) ?alatsiv seobo nsS- tooa H8sbgo 
io%-l£&aig£:o>..* i'Glat'i^ geslag .iaW Baditreii. eafccrfcakfe ia disscE" 
ftaaiiliisag «i:>G 02?a8iit® gemparatui^ wGioiao di® S4nsiosli«» 
- ^.o/0-i;o:Lle .-'cc UitoGsganiaaafl ia laao^os d®2? UeMu-Img ' 
to&'.vs gaa&sraa laeofc. , wean die nltolar.i Sefcij-r-vs.'Sur daa 
t-/ :".■'< ■'o.fissa ^oeafcOs aoeh ante te tefcss; x : -•paratux 
•'•BdQ-j: •: i'/r^crrr-a^Bw-QM sstfeclfcaa --/z laneren 
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fetthaltige Bubetansen (s.B. Lipoaaocharide) , welche die 
im Kraftfeld wrfgeneBBaene Warms langar apeiohem als lhre 
1st weeentliohen ana Vataer bestehende Umgebung. In dlesem 
yalit gaht dia thermlioha firkung das Verf ahrens auf die 
Itt aohldigandan adar an veraiohtenden Frotelne von dieaem, 
in ihrar await telbar en Hane befindlichen Material aus. Die 
Oarinnxmgi%a«|>a»atur iat natttrlioh fUr die verschiedenen 
Mikraerganieaien uatersohiedliclu Sie liagt in der Kegel 
twisonen 60 und 85°. Lipoaaooharide gerinnen s.B. erst bei 
ungefahr 82°C. 

Dia ErwMxng erfolgt vorteilhaft auf einen lert, der Uber 
atwa dam Mittelwert awischen 37°C und der Eiweissgerinnungs- 
temperatur das Mikroorganismuo ljRgt. A'.« " -u • underen Seite 
wird as bevorsugt, daas dia Erwarmung auf else '^aipevetur 
erfolgt, die atfgliohat mehr als 3°C unter der Eiweissge- 
rinnungsteaperatur der abautBtenden Ulkroorganismen liegt. 
Innerhalb dieaer Grensen wird man in den allermeisten 
fallen auakoamen, wenn auch ttberschreitungen derselben in 
sonder fallen nicht ausgeschlossen sind. 

Vertsilhaft wird die Bebandlung des Froduktes und/ Oder 
Praparates, wenn besonders der Gehalt an Desoxyribonuklein- 
aaure baw. Ribonukleinsaure der Mikroorganismen durch die 
niohtthermischen Einwirkungen des elektromagnetischen 

- 8 ~ 
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Kraftfeldes gesohadigt werden soil, so ausgeftthrt, dass 
eine urn etwa 10°0 unter der Gerinnungstemperatur der 
EiweiaBbeatandteile der Mikroofganiamen liegende mittlere 
Temperatur des Produktea und/oder Praparatea nioht iiber- 
Bchritten wird. Diese Behandlung 1st besondera dann 
vorteilhaft, wenn eine Inaktivierung und/oder Attenuierung 
der Mikroorganiamen erreicht werden soil. 

Haohfolgend werden einige Beiapiele der Erfindung be- 
sohrieben. 

V e -r 8 u o h 1 

Eine in Rinderbouillon aufgehangte Staphyloooooua aureaus- ■ 
haemolyticus Kultur mit einer Keimzahl von 1 640 000. pro om 5 
wurde bei Zimmertemperatur (etwa 21°0) in eine luftdichte, 
aus einem Material mit niedrigem dielektrisohem Verlust- 
faktor gefertigte und zuvor steriliaierte Umhtillung einge- 
schlossen und anschliessend wahrend 120 Sekunden einem 
elektromagnetischen Kraftfeld mit einer Freouenz von 2450 
MHz ausgeaetzt. 

Die Temperatur der Fltissigkeit atieg wahrend der Behandlung 
mit dem elektromagnetischen Kraftfeld auf 60°0.an. 
Anschliessend wurde das so behandelte Prttparat wahrend 48 
Stunden in einem elektrisch betriebenen, automatischen 
Brutofen bei 37° C bebriitet* 

009826/1981 9 " 
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Haoh Ablauf dieser Ztit konnten keine Keime mehr festgestellt 
warden* Dieser negative Befund ergab aich auch l)ei spateren 
Mao hunt er suohungen . 

Sa hat somlt bei diesem Versuoh, der knapp unter der 
Paateuriaierungstemperatur stattfand, die vailige Ver- 
niohtung der Kultux stattgefUnden. Dieses Ergebnis 1st be- 
sondexs wegen der vergleiohsweise sehx kurzen Erhltzungs- 
dauer bemerkenswertj die Temperatur des Praparats - ebenso 
wle die der In den welter unten toeschriebenen Yersuchen 
verwendeten * sank bei Auaaetzen des Praparats der Zlmmer- 
temperatur von oa. 21°C sehr schnell von der Maximaltem- 
peratur auf die Zimmertemperatur ab. Bis zum Eintritt In den 
B rut o fen verging Jewells elne gate Stunde. Hit den Praparaten 
In den welter unten besohriebenen Versuchen wurde ebenso 
verfabren, 

Ea 1st weiterhin zu bemerken, dass absichtlich elne Keim- 
zahl gewahlt worden war, wle sle In dieser Hohe in der 
Hatur nioht vorkommt. 

V e r a ii o h 2, 

Das bel diesem Versuoh verwendete Ausgangspraparat glioh 
in alien Einaelheiten demjenigen, welohes in Verusch 1 ver- 
wendet wurde. Auch daa Kraftfeld war das gleiche, nur die 

- 10 - 
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Dauer der Behandlung wurde von 120 Sekunden auf 90 Sekunden 
herabgesetzt . 

Die Temperatur der Flttssigkeit stieg wahrend der Behandlung 
mit dem elektromagnetiachen Kraftfeld auf 50°G an. 

Nach 48 Stunden Bebriitung bei 437°C. - wie oben beschrieben - 
wurden nur noch 45 000 pro cm 3 Staphylococcus aureus 
haemolytious gefunden. Die Keimzahl war von 1.640.000 auf 
45.000 also sehr wesentllch gesunken, obwohl die mittlera 
Temperatur des Praparats erheblich unter der Pasteurisierungs 
" temperatur blieb, 

Hierauf wurde das Praparat bei -20°C auf 21 Tage einge- 
froren, und anschliessend wahrend 48 Stunden bei f37°0 * wie 
oben besohrieben * behrtttet. Bei der Auszahlung konnten nur 
noch 14 500 fortpflanzungsfahige Keime pro cm 3 festgestellt 
Werden. 

Die Toiizitat und die haemolytischen Eigenschaften der noch 
fortpflanzungsfahigen Keime blieb unverandert. 

Es ist bekannt, dass Bakterien durch Einfrieren in ihrer 
Fortpflanzungsfahigkeit gehemmt werden, doch ist diese 
Hemmung unverhaltnismassig geringer (etwa 1*) als die hier 
21 Tage nach der thermischen Behandlung gefundene Hemmung t 
von Bei Viren ist eine solche Hemmuag aicht vor- 

handen. 
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Vir meh 1 

Bel dlesem Versuoh und beim welter unten angefuhrten Ver- 
■uoh 4 wurde tin anderes Qrundpraparat verwendet. Es bestand 
aus einer in physio logiacher KaohealalOsung (0,8* NaCl) 
aufgahangten Kultur von Poxvirus vaoolniae, wie sie - wenn 
auoh nioht in dieser Konsentration - fiir die Pockenschuts- 
iapfung verwendet wird, mit einer Keimsahl von 50.000.000 
pro cm 3 . Disss Kultur wurde mlt Staphylococcus aureus- 
lakterien asloherart infisiert, dass ausser den Viren auch 
noch 54 000 pro om 3 Staphyloooocl su verzeichnen war en. 
Die Vereuohaanordnung blieb die gleiche wie fur den Ver- 
tuoh 1 besehriaben. • 

Bel diesem Vexsuoh wurde das Praparat wahrend 120 Sekunden 
dem Kraftfeld eusgesetst.. Die Temperatur der FlUssigkeit 
atieg wahrend der Behandlung mit dem eiektromagnetischen 
Kraftfeld auf 60°C. Auch dieses Praparat wurde wahrend 48 
Stunden Dei 37° C bebrtttet. 

Bel der darauffolgenden Vhtersuchung kqnnten weder Poxvirus 
vaociniae noch Staphylococcus aureus festgestellt warden. 
Dieses Ergebnis blieb auch bei spateren Nachuntersuchungen 
bestehen. 

riomit wurden Bakterien wie Viren bei einer mittleren Tem- 
peratur des Praparats knapp unter der Pasteurisierungs- 
temperatur veroichtet. 

- 12 - 
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Verauch A 

Das Grundpraparat und alle anderen Versuchsbedingungen ein- 
schliesslich Kraftfeld blieben bei diesem Verusch genau 
die gleichen wie bei Verauch 3, nur die Zeitdauer der di- 
elektrischen Behandlung wurde von 12D auf 90 Sekunden herab- 
gesetzt. 

Die Temperatur der Pliissigkeit etieg wahrend der Behandlung . 
mit dem elektromagnetischen Kraftfeld auf 50°0. 

Anschliessend wurde das Praparat wahrend 48 Stunden bei 37°<j 
bebriitet. 

Die Keimzahl filr Staphylococcus aureus Sank von 54 000 auf 
12 Stuck und die Keimzahl von Poxvirus vacofniae von 
50 000 000 auf 50 Stuck pro cm 3 . Dieser objektive Befund 
(Keimzahl) hat sich auch'bei nach Buluttftufa nochmallgem 

Auftauen und Wiedereinfrieren durchgefiihrten Betrtitungen 

und Auszahlungen nicht verandert. 

Somit konnte festgestellt werden, dass bei einer mittleren 
Temperatur des Praparat*, welche 10 bis 1 5 °C unter der 
Pasteurisierungstemperatur (Gerinnungs temperatur) lag, 
die Keimzahl sowohl von Viren als auch von Bakterien be- 
deutena gesenkt und dass die Fortpflanzungsfahigkeit der 
Keime gehemmt wo r den war (Attenuierug) . 
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Es wurde fernerhin erwiesen, class Viren proaentual starker 
In Mitleidensohaft geiogen wurden als Bakterien. Zumindest 
in der beschriebenan Verauchsanordnung sseigten sioh die 
Viren empfindlioher, was die Abtdtung der einen Art Dei 
Erhaltung der anderen nahelegt, wenn die Kultur gemisohter 
Art Oder besser gesagt verseucht ist. 

Bei weiteren Versuohen wurde f estgestellt , dass Sporen auf 
diese Behandlung ahnlioh wie Bakterien reagierten. 

Bin mit frisoher Leberwurst durohgefuhrter Versuoh ergab 
Bakterienfraiheit naoh 100 Sekunden bei einer Temperatur von 
stwa 62°0. . 

Aua den Brgebnisaen der Varsuohe 1 bis 4 erhellt i 

a) daas die dielektrisohe Behandlung in den Mikroorganismen 
eine htlhere leaptratur eraeugt alt in deren wasserlgen 
Umgebung und 

b) dass die Binwirkungen des Kraft feldes - entweder durch 
elektromagnetisohe Oder durch meohanische Krafte, welch 
letztere Folgen der elektromagnetischen Krafte sein . 
miiasen - eine durch die Brfindung beabaichtigte Wirkung 
auf die Mikroorganismen baw. auf deren Komponenten 
ausiiben. 

- H - . 
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Diesen Sohlusa laaaen inabeaondere' die Ergebnieee der Ver- 
suche 2 und 4 wegen der bei diesen vorhandenen erhebliohen 
Differ ens zwiaohen der erreichten Temperatur und der 
Gerinnungateaperatur, sowi* wegen fortaohreltende* Senkung 
der Keimaabl Xange naoh Beendigung" der Irhitzung und die 
Hemming der Fortpflanaungafahigkeit trotz mehrfaohen Auf- 
tauena au. 
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Patentanaprtiche: 

1. Verfahxen sum AbtBten und/oder Inaktivieren und/oder 
Attenuieren von Mikroorganiamen in Produkten und/oder 
Pxaparaten, deren mittlere Dielektriaitatakonstante (£) 
und/odar dtren dielektriioher Verluatfaktor (tang.<f ) Oder 
deren larmalaitaahl von denen der abzut&tenden Oder zu 
achttdigenden Mikroorganiamen abweicht, mitt els elektri- 
soher, voraugsweiae dieXektrlscher Behandlung, dadurch 
gekannaeiolpnet, daaa das Produkt Dew. das Praparat einem 
hoohfrequattten •lektromagnetiaohen Wechaelfeld ausgesetzt 
wird, und 4>»t ai«»« Behandlung 'abgebrochen wird sobald 
die info lg*; der thexmiachen firkung des Kraftfeldea an- 
steigende atiLttlere Temperatur dea Produktea bar;, dea 
Praparatea nahe aber noch unterhalb der Temreratur liegt, 
bei welcher die Biweisabeatandteile der abzutbtenden und/ 
Oder zu inaktivierenden und/oder zu attenuierenden tiikro- 
organismen gerinnen* 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die ErwSrmung auf eine Temperatur erfolgt, die iiber 
etwa dem Mittfelwert awlachen 37° C und der Eiweisagerinnungs- 
temperatur der Mikroorganismen liegt. 

3. Verfahxen nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekenn- 
aeichnet, daaa die Brwarmung auf eine Temperatur erfolgt, 

- 16 - 
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die mehr ala 3°C unter der Eiwei 6 sgerinnungs temper atur der 
abzutBtenden Mikroorganismen liegt. 

4. Verf ahren naoh elnem der Ansprttohe 1 bis 3, daduroh 
gekennzeichnet, dasa die Eri&rmung durch kurzfristige 
Beatrahlung mit hoher Energiediohte bewirkt wird. 

5. Verf ahren nach einem der Anspriiohe 1 - 4, daduroh 
gekennaeichnet, dass bei der Behandlung des Produktes 
und/oder Praparatea im elektromagnetischen Kraftfeld, ins- 
heaondere bei der Inaktivierung und/oder Attenuierung 

von Mikroorganismen, eine urn. etwa 10°C unter der Oerinnungs- 
temperatur der Eiweiasbestandteile der Mikroorganismen . 
liegende mittlere Temperatur des Produktes und/oder 
Praparatea nicht iiberschritten wird. 
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